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研究成果の概要（和文）：単球性白血病細胞株である THP-1 および U937 細胞はサリューシン-β
を合成・分泌していた。また、単球およびマクロファージからサリューシン-β が分泌されてい
ることからサリューシン-β は粥状動脈硬化症においてオートクリン・パラクリン作用を有し、
炎症性サイトカインは細胞内プロサリューシンのプロセシングを誘導している可能性があり、
動脈硬化治療の新たな標的分子になる可能性が示唆された。Radioimmunoassay 系では血中濃度
の測定には至っていないため、血中濃度測定可能なサンドイッチ ELISA 系の確立をした。健常
人の血漿中サリューシン-β 濃度は約 1 nmol/L であった。今後は ELISA で動脈硬化性疾患患者
のサリューシン-β 血中濃度を測定し、病態生理学的意義およびバイオマーカーとしての有用性
を検討していく。 
 
研究成果の概要（英文）：Salusin-β is released from human monocytes/macrophages suggest a possible 
autocrine/paracrine role in the development and progression of atherosclerosis. Inflammatory cytokines 
induced secretion was not the result of preprosalusin gene induction, but might have been caused by 
increased intracellular processing of prosalusin. Our results implicate that salusin-β could be a novel 
therapeutic target for the prevention of atherosclerosis. It has been impossible to accurately measure 
plasma salusin-β levels by radioimmunoassay, therefore, we have established a specific enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) suitable for detection of immunoreactive salusin-β in human plasma. The 
salusin-β-like immunoreactivity in normal human plasma was about 1 nmol/L. Prospective studies of 
salusin-β that examine relationships with plasma salusin-β levels and severity of atherosclerosis by 
ELISA and the usefulness of salusin-β as a biomarker for atherosclerosis. 
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１．研究開始当初の背景 
虚血性心疾患や脳血管障害などの動脈硬化

性疾患の主要な危険因子として生活習慣病
（高血圧、脂質異常症、糖尿病等）があり、
個々に治療されているが、現状では良好な成

績には至っていない。そのため、動脈硬化の
新たな治療法および動脈硬化の病態を把握す
るための信頼できるバイオマーカーが求めら
れている。 
動脈硬化の初期病変に特徴的な病理所見に、

機関番号：32659 
研究種目：若手研究(B) 
研究期間：2010～2011 
課題番号：22790694 
研究課題名（和文） ヒト単球由来細胞における salusin-β の産生・分泌機構 

                     
研究課題名（英文） Secretion of salusin-β from human monocyte-derived cells. 

 
研究代表者 

佐藤 健吾（SATO KENGO） 
東京薬科大学 生命科学部 心血管医科学研究室・助教 
研究者番号：70549930 

 



 

 

酸化LDL由来のコレステロールエステルを蓄
積したマクロファージ由来泡沫細胞の集簇が
ある。血管平滑筋細胞の遊走・増殖を伴い動
脈硬化病変は更に進展する。我々は、初代培
養したヒト単球由来マクロファージへのコレ
ステロールエステルの蓄積（泡沫化）を指標
とし、cDNAライブラリーのバイオインフォマ
ティクス解析により同定されたサリューシン
-βが、細胞内コレステロールエステル化酵素
であるAcyl-CoA:cholesterol acyltransferase-1の発現
促進を介したヒト単球由来マクロファージ泡
沫化促進により動脈硬化を進展させることを
既 に 報 告 し て い る （ Circulation 
2008;117:638-648）。つまり、サリューシン-β
は動脈硬化を強力に制御する内因性因子であ
ると同時にマクロファージや単球系細胞にお
ける分泌作用が重要である。 
 
２．研究の目的 
サリューシン-β は動脈硬化を強力に制御

する内因性因子であり、マクロファージや単
球系細胞における産生・分泌機構の解明が非
常に重要である。そこで、ヒト単球系胞株で
ある THP-1 および U937 細胞や初代培養ヒト
単球由来マクロファージにおけるサリュー
シン-β の発現・分泌動態・制御機序を明らか
にする。また、radioimmunoassay 系では血中
濃度の測定には至っていないため、血中濃度
測 定 可 能 な enzyme-linked immunosorbent 
assay（ELISA）系の確立を試みる。これらに
よりサリューシン-β が動脈硬化の治療標的
分子となる可能性、あるいはバイオマーカー
としての有用性を検討することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) mRNA の定量的解析；単球性白血病細胞
株である THP-1 および U937 細胞において、
エクソン 3 と 5 の間を認識する TaqMan プロ
ーブを用いたリアルタイム PCR によりプレ
プロサリューシン mRNA 発現の定量的解析
を行った。また、炎症性サイトカイン刺激 16
時間後の細胞における解析も行った。 
 
(2) プロセッシング機構の解析；サリューシ
ン-αおよび-βペプチド抗体を用いたウエスタ
ンブロット解析により THP-1 および U937 細
胞や初代培養ヒト単球由来マクロファージ
内におけるプロサリューシンからのプロセ
ッシング機構について検討した。 
 
(3) 逆相高速液体クロマトグラフィー；
THP-1 および U937 細胞の培養上清抽出物、
合成サリューシン-β 標準品を AKTA Explorer 
10S HPLC システムを使用して逆相高速液体
クロマトグラフィーを行い、産生・分泌され
ているサリューシン-β の分子型の評価をし

た。 
 
(4) THP-1 および U937 細胞の分泌動態の検
討；両細胞の細胞の無血清培養上清（2、4、
6、24、48 時間）を回収した。また、両細胞
を 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate（TPA、
150 nM）で 48 時間培養してマクロファージ
へと分化誘導させた後、無血清培養上清（2、
4、6、24、48 時間）を回収した。さらに、動
脈硬化の病態に関係の深い炎症性サイトカ
イン（LPS、IL-1β、TNF-α 等）の作用につい
て検討するため、プロテアソーム阻害薬であ
る MG-132 の有無で、IL-1β、 LPS、TNF-α
等を加え、無血清培養上清（2、4、6、16、
24 時間）を回収した。回収した培養上清をサ
リューシン-β RIA に使用した。 
 
(5) 初代培養ヒト単球由来マクロファージの
調整；ヒト末梢血をヘパリン採血し、
Picoll-Paque と CD14 マイクロビーズを用い
て AutoMACS により単球を分離した。この単
球をヒト血清 10%含有 RPMI 1640 で 7日間培
養することでマクロファージへと分化させ
た。分化途中である培養 1、3、5、7 日目の
培養上清を回収し測定し、健常ヒトと白血病
細胞株である THP-1 および U937 細胞との比
較を行った。 
 
(6) サンプルの抽出と測定 
THP-1細胞、U937細胞、ヒト単球由来マクロ
ファージから回収した培養上清および健常ボ
ランティアから得られた健常ヒト血漿は、
Sep-Pak C18 カートリッジを用いて、70%アセ
トニトリルで溶出した。その抽出物を、培養
上清はウサギ抗ヒトサリューシン-β抗体を用
いたRIAで、血漿はウサギ抗ヒトサリューシ
ン-β抗体およびトリ抗ヒトサリューシン-β 
IgY抗体を用いたサンドイッチELISAで測定
した。 
 
４．研究成果 
(1) THP-1 および U937 細胞のリアルタイム
RT-PCR およびウエスタンブロットにおいて、
前駆体であるプレプロサリューシン mRNA
およびタンパク発現を確認した。無血清培養
上清を RIA で測定すると、両細胞はサリュー
シン-β を分泌しており、TPA で単球からマク
ロファージへと分化誘導させると分泌量は
著明に増加した。THP-1 細胞培養上清抽出物
の逆相高速液体クロマトグラフィー画分の
免疫活性のピークはサリューシン-β 標準品
と一致しており、分泌されている分子型は 20
アミノ酸であった。炎症性サイトカインで刺
激を行うと、THP-1 細胞では LPS 刺激で、
U937 細胞では LPS および TNF-α 刺激で有意
に分泌量が増加したが、mRNA の変化は無か
った。 



 

 

 
(2) ヒト全血から Ficoll-Paque と CD14 マイ
クロビーズ抗体を用いて単球を調製し、7 日
間培養してマクロファージに分化させた。分
化した培養マクロファージ（または分化段
階）の培養上清を測定したが今回の条件では
測定感度以下であった。さらに、ウエスタン
ブロットによりタンパク発現を解析したと
ころ、前駆体のプレプロサリューシンが検出
されたが、サリューシン-β は検出されず、初
代培養した単球およびマクロファージでは
発現量が少なかった。 
 
(3) Radioimmunoassay 系では血中濃度の測定
には至っていないため、従来から使用してい
たウサギ抗ヒトサリューシン-β 抗体と認識
エピトープが異なるトリ抗ヒトサリューシ
ン-β IgY 抗体を作製し、血中濃度測定可能な
サンドイッチ ELISA 系を確立した。サンプ
ルは Sep-pak C18 カラムを用いてアセトニト
リルで抽出して干渉物質を除いた血漿で測
定可能であった。健常人の血漿中サリューシ
ン-β 濃度は約 1 nmol/L であった。また、男女
差は認められなかった。 
 
以上より、THP-1 および U937 細胞はサリ

ューシン-β を合成・分泌していた。また、単
球およびマクロファージからサリューシン-β
が分泌されていることからサリューシン-β
は粥状動脈硬化症においてオートクリン・パ
ラクリン作用を有し、炎症性サイトカインは
細胞内プレプロサリューシンのプロセシン
グを誘導している可能性があり、動脈硬化性
疾患との関連が強く示唆された。今後は
ELISA で動脈硬化性疾患患者のサリューシ
ン-β 血中濃度を測定し、病態生理学的意義お
よびバイオマーカーとしての有用性を検討
していく。 
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